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N-acetyl-β-D-glucosaminidaasi (NAGaasi) on glykosidaaseihin kuuluva, solujen lysosomeissa esiintyvä entsyymi, jota vapautuu 
maitoon utaretulehduksen aikana vaurioituneista utareen epiteelisoluista, neutrofiileistä ja makrofageista. NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden on useissa tutkimuksissa havaittu korreloivan utareen tulehdustilan ja maidon soluluvun (SCC) kanssa ja 
sitä on ehdotettu käytettäväksi utareen epiteelisolutuhon mittaamiseen yksinään tai yhdistettynä SCC:n määritykseen. Koska 
saostuminen ei häiritse NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden mittausta maidosta, entsyymiaktiivisuus ei muutu maitoa säilytettäessä ja 
entsyymin mittaaminen on melko yksinkertaista ja nopeaa, menetelmä vaikuttaisi sopivan hyvin seulontatestiksi piileville 
utaretulehduksille. NAGaasin käyttö on toistaiseksi rajoittunut tutkimuskäyttöön. Sen hyödyntämistä vaikeuttaa se, että terveille 
lehmille eri tutkimuksissa määritetyissä NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvoissa on suurta vaihtelua. 
 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus maidossa on useiden tutkimusten mukaan korkeampi silloin, kun tulehduksen on aiheuttanut jokin 
merkittävä patogeeni kuin silloin, kun tulehduksen taustalla on vähäpätöinen patogeeni. Lypsykauden vaiheen on havaittu 
vaikuttavan maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen siten, että aktiivisuudet ovat korkeampia heti poikimisen jälkeen ja 
lypsykauden lopulla. On myös havaittu, että normaalimaidossa NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on hieman korkeampi loppumaidossa 
kuin alkumaidossa. Poikimakerran vaikutuksista NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen on ristiriitaisia tutkimustuloksia. 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli määrittää NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvot terveen sekä utaretulehdusta sairastavan 
lypsylehmän maidossa, sekä selvittää tulehduksen voimakkuuden, aiheuttajapatogeenin, poikimakerran ja lypsykauden vaiheen 
vaikutusta kyseisen entsyymin aktiivisuuteen maidossa. Tutkimusaineistossa oli mukana kaikkiaan 838 vuosina 2000–2010 otettua 
maitonäytettä 62 eri lypsykarjatilalta Suomesta ja Virosta. Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvot määritettiin 
yhdeksältä suomalaiselta lypsykarjatilalta kerätyistä 196 maitonäytteestä, jotka täyttivät asettamamme normaalimaidon kriteerit. 
Normaalimaidon kriteerit olivat seuraavat: SCC < 100 000, lehmällä ei ole utaretulehduksen oireita, poikimisesta on kulunut aikaa 
yli 30 vuorokautta ja edellisestä lypsystä yli 6 tuntia.  
 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus mitattiin modifioidulla Mattilan menetelmällä (Mattila 1985) vakioiduissa olosuhteissa. Aineisto 
analysoitiin käyttäen Stata Intercooler tilasto-ohjelman versiota 11.0 (Stata Corporation, Texas, USA). Maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuteen terveessä neljänneksessä vaikuttavia tekijöitä tutkittiin lineaarisella sekamallilla, jossa sekoittavana tekijänä 
oli tila. SCC:n ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden korrelaatiota arvioitiin terveillä lehmillä, piilevää utaretulehdusta sairastaneilla 
lehmillä ja koko aineistossa. Korrelaatiot laskettiin Pearsonin korrelaatiokertoimella. Tilastollisesti merkitsevänä raja-arvona 
kaikissa analyyseissä pidettiin p < 0.05. 
 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvoiksi lehmillä, joilla poikimisesta oli kulunut yli 30 vrk, saatiin 0,09–1,04 
pmol/min/µl maitoa. Verrattuna normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuksien keskiarvoon (0,56) ja piilevää utaretulehdusta 
sairastaneiden lehmien NAGaasi-entsyymiaktiivisuuksien keskiarvoon (2,49), kliinistä utaretulehdusta sairastavien lehmien maidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli keskimäärin selvästi korkeampi (16,65). Keskiarvoissa oli selvä ero paikallisoireisten (12,24) ja 
yleisoireisten (17,74) lehmien välillä. Terveiden neljännesten maitonäytteistä määritetyn NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n 
välillä ei havaittu korrelaatiota. Piilevässä utaretulehduksessa havaittiin positiivinen korrelaatio (0,74) maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n välillä. NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikuttivat tilastollisesti merkitsevästi SCC, poikimisesta 
kulunut aika ja poikimakerta. Eri patogeeniryhmien osalta havaitsimme, että neljänneksissä, joista eristettiin vähäpätöinen 
patogeeni, NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli selvästi matalampi kuin neljänneksissä, joista eristettiin merkittävä patogeeni. 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvoksi vähäpätöisille patogeeneille (KNS, koryneformi) saatiin 2,82 ja merkittäville 
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Avainsanat – Nyckelord – Keywords 
N-acetyl-β-D-glucosaminidaasi, NAGaasi, utaretulehdus, viitearvo 
  
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited 
Viikin kampuskirjasto 
  
Työn johtaja (tiedekunnan professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) – Instruktör och ledare – Director and Supervisor(s) 
Prof. Satu Pyörälä (työn johtaja) 
ELT Mari Hovinen (työn ohjaaja) 
ELL Heli Simojoki (työn ohjaaja) 
 
  3
Sisällysluettelo 
1 JOHDANTO .........................................................................................................................5 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS .................................................................................................5 
2.1 Utarekudoksen puolustusjärjestelmä .........................................................................5 
2.1.1 Rakenteelliset puolustusmekanismit ...................................................................5 
2.1.2 Soluvälitteinen puolustusjärjestelmä ...................................................................6 
2.1.3 Humoraalinen puolustusjärjestelmä ....................................................................7 
2.2 Tulehdusindikaattorit maidossa ..................................................................................8 
2.2.1 Maidon soluluku ....................................................................................................8 
2.2.2 NAGaasi-entsyymi ................................................................................................8 
2.2.3 Muut tulehdusindikaattorit .................................................................................. 12 
2.3 Tulehdusindikaattoreihin (NAGaasi ja SCC) vaikuttavat tekijät ............................. 13 
2.3.1 Utaretulehduksen aiheuttajabakteeri ................................................................. 13 
2.3.2 Poikimisesta kulunut aika ................................................................................... 14 
2.3.3 Poikimakerta ........................................................................................................ 15 
2.3.4 Maitonäytetyyppi ................................................................................................. 16 
2.4 Maidon soluluvun ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden korrelaatio ......................... 17 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT ......................................................................................... 18 
3.1 Näytteiden kerääminen.............................................................................................. 18 
3.1.1 Tilat ja näytteet .................................................................................................... 19 
3.1.2 Näytteenottotekniikka ......................................................................................... 20 
3.1.3 Näytteenoton yhteydessä kerätyt tiedot ............................................................ 20 
3.2 Näytteistä tehdyt määritykset ja niissä käytetyt menetelmät .................................. 20 
3.2.1 Maidon soluluku .................................................................................................. 21 
3.2.2 NAGaasi-entsyymiaktiivisuus ............................................................................. 22 
3.2.2.1 Periaate ............................................................................................................ 22 
3.2.2.2 Käytännön toteutus .......................................................................................... 23 
3.2.3 Bakteriologinen tutkimus .................................................................................... 23 
3.3 Tilastollinen analyysi .................................................................................................. 24 
4 TULOKSET ........................................................................................................................ 25 
4.1 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus ...................................................................... 25 
4.1.1 Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus ................................................ 25 
4.1.2 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus piilevässä utaretulehduksessa ........... 25 
4.1.3 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus kliinisessä utaretulehduksessa .......... 26 
  4
4.2 NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja maidon soluluvun korrelaatio 
normaalimaidossa, piilevää utaretulehdusta sairastavilla lehmillä ja koko aineistossa
 ........................................................................................................................................... 27 
4.3 Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavat tekijät ................... 29 
4.3.1 Maidon soluluku .................................................................................................. 30 
4.3.2 Poikimisesta kulunut aika ................................................................................... 30 
4.3.3 Poikimakerta ........................................................................................................ 32 
4.3.4 Muut tekijät .......................................................................................................... 32 
4.4 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus bakteeriryhmittäin ....................................... 32 
5 POHDINTA ........................................................................................................................ 33 
6 KIRJALLISUUS ................................................................................................................. 39 
LIITE 1………………………………………………………………………………………… 45  
  5
1 JOHDANTO 
 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena on määrittää N-acetyl-β-D-glucosaminidaasi 
(NAGaasi) -entsyymiaktiivisuuden viitearvot terveen sekä utaretulehdusta 
sairastavan lypsylehmän maidossa, sekä selvittää tulehduksen voimakkuuden, 
aiheuttajapatogeenin, poikimakerran ja lypsykauden vaiheen vaikutusta 
kyseisen entsyymin aktiivisuuteen maidossa. NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
määritystä maidosta on hyödynnetty tutkimustarkoituksissa utaretulehduksen 
osoittajana. Viitearvojen määrittämiselle vakioiduissa olosuhteissa on kuitenkin 
tarvetta, sillä eri lähteissä esiintyvissä normaalimaidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden arvoissa on suurta vaihtelua. 
 
 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
 
2.1 Utarekudoksen puolustusjärjestelmä 
 
Utarekudoksen puolustusjärjestelmä voidaan jakaa luonnolliseen ja hankittuun 
vastustuskykyyn. Luonnollisen vastustuskyvyn osia ovat vetimen rakenteelliset 
tekijät, neutrofiilit, NK-solut ja eräät liukoiset molekyylit. Hankittuun 
vastustuskykyyn puolestaan luetaan vasta-aineet ja lymfosyytit. Makrofagit 
toimivat osana molempia järjestelmiä. (Sordillo 2005.) 
  
2.1.1 Rakenteelliset puolustusmekanismit 
 
Vetimen rakenne on utaretulehduksen ennaltaehkäisyn ensisijainen 
puolustusmekanismi. Vetimen päässä olevat sulkijalihakset sulkevat hyvin 
toimiessaan vetimen pään lypsyjen välissä ja estävät utaretulehduspatogeenien 
pääsyn vedinkanavaan ja edelleen utareeseen. (Sordillo 2005.) Toinen 
vetimeen liittyvä rakenteellinen puolustusmekanismi on vedinkanavan solujen 
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tuottama keratiini, joka muodostaa mekaanisen esteen ja erityisesti 
ummessaolokaudella sulkee taudinaiheuttajilta tien utareen syvempiin osiin 
(Paulrud 2005, Miller ym. 1992). Vedinkanavan keratiinilla on myös 
antimikrobisia ominaisuuksia, sillä se sisältää bakteerien kasvua estäviä 
rasvahappoja sekä mikrobien toimintaa häiritseviä proteiineja (Miller ym. 1992, 
Oviedo-Boyso ym. 2007). Poikimisen aikaan paine utarekudoksessa kasvaa 
nesteen kertymisen seurauksena heikentäen rakenteellisia 
puolustusmekanismeja. Vedinkanava laajenee ja maitoa pääsee vuotamaan 
vedinkanavaan. (Sordillo 2005.) Alttius utaretulehdukselle kasvaa myös silloin, 
kun vedin vaurioituu ja sulkijalihasten toiminta häiriintyy (Myllys ym. 1994). 
 
2.1.2 Soluvälitteinen puolustusjärjestelmä 
 
Utarekudoksessa soluvälitteisestä puolustuksesta huolehtivat makrofagit, 
neutrofiilit ja lymfosyytit. Eri solutyyppien osuudet vaihtelevat utareessa 
vallitsevan tilanteen mukaan. (Oviedo-Boyso ym. 2007.) Terveessä 
utarekudoksessa suurimman populaation muodostavat makrofagit, mutta 
tulehdustilanteessa neutrofiilien osuus kasvaa huomattavasti (Rainard & Riollet 
2003). Makrofagien tärkein tehtävä onkin huolehtia neutrofiilien kutsumisesta 
paikalle bakteerien päästyä kudoksiin ja hyvin pian bakteeritulehduksen alettua 
utarekudoksen puolustussoluista 90 % on neutrofiilejä (Sordillo 2005). 
Poikimisen aikaan sekä makrofagien että neutrofiilien toiminta heikkenee, minkä 
vuoksi kudos on alttiimpi tulehdukselle kuin muissa lypsykauden vaiheissa 
(Sordillo 2005, Oviedo-Boyso ym. 2007). 
 
Terveessä utarekudoksessa on sekä T- että B-lymfosyyttejä. T-lymfosyyteistä 
tappaja-T-soluja on enemmän terveessä kudoksessa, kun taas tulehduksen 
aikaan auttaja-T-solut muodostavat valtapopulaation. (Sordillo 2005, Oviedo-
Boyso ym. 2007.) B-lymfosyyttien määrä on kutakuinkin vakio riippumatta 
utareen fysiologisesta tilasta. Auttaja-T-lymfosyyttien toiminta häiriintyy 
poikimisen aikaan, mikä heikentää osaltaan utarekudoksen vastustuskykyä 
tulehdukselle. (Sordillo 2005.) Kolmas lymfosyyttiryhmä, NK-solut, ovat 
merkittäviä utareen puolustukselle, sillä ne pystyvät tuhoamaan sekä Gram-
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positiivisia että Gram-negatiivisia bakteereita. NK-solupopulaation muutoksista 
utareessa eri tilanteissa ei ole riittävästi tutkimustietoa. (Sordillo 2005, Sordillo & 
Streicher 2002.) 
  
2.1.3 Humoraalinen puolustusjärjestelmä 
 
Utarekudoksen humoraalisen puolustusjärjestelmän muodostavat 
aktivoituneiden B-lymfosyyttien tuottamat immunoglobuliinit, pääasiassa 
maksasolujen tuottamat komplementtijärjestelmän proteiinit sekä epiteelisolujen 
ja valkosolujen tuottamat sytokiinit (Sordillo ym. 1997, Sordillo 2005, Rainard 
2003). 
 
Immunoglobuliinit avustavat neutrofiilejä ja makrofageja fagosytoinnissa sekä 
liimaavat bakteereita yhteen, vaikeuttaen niiden pääsyä maitorauhasiin (Sordillo 
ym. 1997, Sordillo 2005). Immunoglobuliinien määrä lehmän veressä on 
poikimisen aikaan normaalia pienempi, mikä osaltaan lisää tulehdusalttiutta 
tänä aikana (Sordillo 2005). Komplementtijärjestelmän tärkeimmät tehtävät 
utarekudoksen puolustuksessa ovat bakteerien tuhoaminen ja fagosytoivien 
solujen houkutteleminen paikalle sekä fagosytoinnissa avustaminen (Rainard 
2003). Valkosolujen tuottamat sytokiinit toimivat vastaavasti eli muun muassa 
houkuttelevat neutrofiilejä tulehduspaikalle sekä avustavat niitä ja muita 
leukosyyttejä bakteereiden tuhoamisessa. Tärkeimpiä utarekudoksen 
sytokiineja ovat interleukiinit (IL), colony stimulating factors (CSF), interferonit 
(IF) ja tuumorin nekroositekijä (TNF-α). (Sordillo ym. 1997, Alluwaimi 2004.)  
 
Edellä mainittujen humoraalisten tekijöiden lisäksi utarekudoksessa on 
epäsuorasti bakteerien kasvua estäviä molekyylejä. Yksi näistä on 
epiteelisolujen, makrofagien ja neutrofiilien tuottama laktoferriini, joka sitoo 
maidon vapaata rautaa, ja häiritsee siten rautaa tarvitsevien bakteereiden 
lisääntymistä utarekudoksessa. (Schanbacher ym. 1993.) 
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2.2 Tulehdusindikaattorit maidossa 
 
Utaretulehduksen aikana maidossa esiintyy erilaisia tulehdusindikaattoreita, 
joita voidaan käyttää tulehduksen havaitsemiseen jo silloin, kun kliinisiä oireita 
ei nähdä, sekä oireettomassa, eli piilevässä tulehduksessa. Tällaisia 
indikaattoreita ovat maidon soluluku, NAGaasi ja muut entsyymit, akuutin faasin 
proteiinit sekä eräät muut aineet, joiden pitoisuus maidossa vaihtelee utareen 
tilan mukaan. (Pyörälä 2003.) 
 
2.2.1 Maidon soluluku 
 
Maidon soluluku (SCC) on ollut jo pitkään yleisessä käytössä utaretulehduksen 
osoittamisessa. Se on ainoa tulehdusindikaattori, josta on olemassa toimiva 
pikatesti eli ”cow-side” -testi (CMT eli California Mastitis Test). Raja-arvo, jolloin 
neljänneksen arvioidaan SCC:n perusteella olevan terve, on nykykäsityksen 
mukaan alle 100 000 solua/ml maitoa. SCC:n ylittäessä 200 000 solua/ml 
maitoa on neljännes todennäköisesti tulehtunut. SCC:n nousu johtuu 
neutrofiilien kulkeutumisesta tulehduspaikalle. Terveillä lehmillä fysiologiset 
tekijät vaikuttavat maidon solulukuun hyvin vähän.  (Pyörälä 2003.)  
 
2.2.2 NAGaasi-entsyymi  
 
NAGaasi on glykosidaaseihin kuuluva, solujen lysosomeissa esiintyvä entsyymi. 
Glygosidaasit muuttavat solukalvojen läpäisevyyttä sekä solujen pinnalla 
olevien sokerimolekyylien rakennetta ja vaikuttavat siten solujen 
aineenvaihduntaan. NAGaasia on eristetty kohdusta ja sillä on havaittu olevan 
jonkinlainen rooli munasolun hedelmöittymisessä sekä alkion kiinnittymisessä 
kohdun seinämään. Kohtunesteen NAGaasi-entsyymiaktiivisuusmääritystä on 
käytetty alkionsiirtoteknologiassa. On havaittu, että laadultaan hyvät alkiot 
vapauttavat enemmän NAGaasia, kuin huonolaatuiset alkiot. (Tsiligianni ym. 
2006.) Korkean NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden on todettu liittyvän hyvään 
vasteeseen indusoidussa superovulaatiossa, kun taas matala NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus viittaa joko huonoon vasteeseen tai liian voimakkaaseen 
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heikkolaatuisia alkiota tuottaneeseen vasteeseen (Tsiligianni ym. 2007). 
NAGaasin roolia kasvainsairauksissa tutkitaan (Tsiligianni ym. 2006). 
 
Utaretulehduksen aikana NAGaasia vapautuu maitoon pääasiassa 
vaurioituneista utareen epiteelisoluista ja lisäksi neutrofiileistä (Kitchen ym. 
1978, Kitchen 1981) sekä makrofageista (Fox ym. 1986). NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden on useissa tutkimuksissa havaittu korreloivan utareen 
tulehdustilan ja SCC:n kanssa, ja sitä on ehdotettu käytettäväksi utareen 
epiteelisolutuhon mittaamiseen yksinään tai yhdistettynä SCC:n määritykseen 
(Kitchen ym. 1980). 
 
Saostuminen ei häiritse NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden mittausta maidosta, 
eikä entsyymiaktiivisuus muutu maitoa säilytettäessä. Entsyymin mittaaminen 
on myös melko yksinkertaista ja nopeaa, joten se vaikuttaisi sopivan hyvin 
seulontatestiksi piileville utaretulehduksille. (Kitchen 1981.) Navetassa 
käytettävää ”cow side” -testiä ei NAGaasille kuitenkaan ole kehitetty, joten 
toistaiseksi sen käyttö on rajoittunut tutkimuskäyttöön. Tutkimuskäytössä 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden hyödyntämistä vaikeuttaa se, että eri 
tutkimuksissa määritetyissä terveiden lehmien NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
arvoissa on suurta vaihtelua. (taulukko 1) Vertailua vaikeuttaa myös se, että 
monissa aikaisemmissa tutkimuksissa NAGaasia on mitattu toisenlaisella 
yksiköllä (arbitrary unit). NAGaasia mitattiin kaupallisella testillä, jossa näytettä 
verrattiin testikitissä mukana olleeseen kylmäkuivattuun stardardimaitoon. 
(Mattila ja Sandholm 1986.) Utaretulehdusmaidon tutkimiseen tarkoitettua 
NAGaasi-kittiä ei ole enää pitkään aikaan ollut saatavilla. 
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TAULUKKO 1. 
Terveiden lehmien maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuudelle eri tutkimuksissa saadut keskiarvot 
ja keskihajonnat (SD).  
 
Tutkimus Inkubaatiolämpötila NAG (pmol/min/µl) Menetelmäviittaus 
Kitchen ym. 1978 37 °C 5,3 Kitchen ym. 1978 
Kitchen ym. 1980 30 °C 4,0 ± 1,3 Bergermeyer 1965 
Fox ym. 1985 37 °C 3,2 ± 1,4 Kitchen ym. 1978 
Emanuelson ym. 1987 37 °C 775 ± 313 Kitchen ym. 1978 
Miller & Paape 1988 50 °C 3,18 ± 0,025 Kitchen ym. 1978 
Berning & Shook 1992 37 °C 1,45 ± 0,67 Kitchen ym. 1978 
Bansal ym. 2005 37 °C 0,34 ± 0,2 Kitchen ym. 1978 
Chagunda 2006 37 °C 39,05 ± 21,93 Kitchen ym. 1978 
Piccinini ym. 2007 25 °C 32,55 ±* 1,94 Kitchen ym. 1978 
* ± = SD 
 
Tulehtuneiden neljännesten ja terveiden neljännesten NAGaasi-
entsyymiaktiivisuusarvoissa on useissa eri tutkimuksissa havaittu tilastollisesti 
merkitsevä ero. Mattilan ja Sandholmin tutkimuksessa tulehtuneet neljännekset 
erotettiin terveistä 80 %:n tarkkuudella NAGaasi-entsyymiaktiivisuutta 
mittaamalla (Mattila & Sandholm 1985). Tulehtuneiden neljännesten lisäksi 
myös utaretulehdusta sairastavien lehmien terveet neljännekset näyttäisivät 
reagoivan muualla utareessa vallitsevaan tulehdukseen. Sekä utaretulehdusta 
sairastaneiden lehmien terveiden että utaretulehdusneljännesten maidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuusarvoissa on havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja 
verrattuna normaalimaitoon. (Mattila & Sandholm 1985, Bansal ym. 2005). 
 
Emanuelsonin ym. tutkimuksen perusteella NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
määritys yhdistettynä SCC:n määritykseen erottelee terveet neljännekset 
tulehtuneista paremmin kuin NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden määritys yksinään, 
joskin ero on melko pieni (Emanuelson ym. 1987). NAGaasin erottelukyky 
näyttää olevan hieman parempi lypsyn jälkeen otetuissa kuin ennen lypsyä 
otetuissa maitonäytteissä (Bansal ym. 2005). 
 
Kun pyritään selvittämään utareneljänneksen tilaa (tulehtunut vs. terve) 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden avulla, voidaan käyttää neljänneskohtaisia eli 
absoluuttisia arvoja tai vertailuarvoja, jolloin lehmän neljänneskohtaisia arvoja 
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tulkitaan suhteessa lehmän muiden neljännesten arvoihin. Mattilan & 
Sandholmin tutkimuksen perusteella utaretulehdus havaitaan parhaiten 
yhdistämällä vertailuarvot neljännesten absoluuttisiin arvoihin (Mattila & 
Sandholm 1985). Emanuelsonin ym. tutkimus, jossa parhaat tulokset saatiin 
pelkillä absoluuttisilla arvoilla, joissa oli huomioitu fysiologisten tekijöiden 
vaikutus, ei tue tätä johtopäätöstä. Vertailuarvoilla yhdistettynä absoluuttisiin 
arvoihin, tulehtuneet neljännekset havaittiin kuitenkin paremmin, kuin 
vertailuarvoilla yksinään. (Emanuelson ym. 1987.)  
 
Taulukossa 1 esitettyjen viitearvojen vaihtelu voi johtua osittain eroista 
entsyymin mittausmenetelmässä ja näytteenotossa. Millerin & Paapen (1988) 
tutkimuksessa entsyymiaktiivisuuden mittausta edeltävä inkubaatiovaihe tehtiin 
50 °C lämpötilassa, jolloin NAGaasi-entsyymiä vapautuu oletettavasti 
enemmän, kuin muissa taulukon 1 tutkimuksissa käytetyissä 25–37 °C 
inkubaatiolämpötiloissa. Näytteenoton ajankohdassa ja maitonäytetyypissä on 
vaihtelua eri tutkimusten välillä. Osassa tutkimuksista tutkittiin jokaiselta 
lehmältä yksi yhteismaitonäyte (kaikki neljännekset yhdistettynä yhteen 
näytteeseen) (Chagunda 2006, Berning & Shook 1992). Kyseessä on siis 
lehmäkohtainen, ei neljänneskohtainen NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
keskiarvo, jolloin piilevästi tulehtuneet neljännekset saattavat nostaa kliinisesti 
terveiden lehmien arvoja. Muissa taulukon 1 tutkimuksissa otettiin 
neljänneskohtaiset näytteet. Näytteenoton ajoittuminen lypsyyn nähden vaihteli 
tutkimuksesta toiseen. Emanuelson ym. ottivat näytteet 1–3 tuntia robottilypsyn 
jälkeen, kun taas muissa tutkimuksissa näytteenotto on tehty lypsyn yhteydessä 
(Chagunda 2006, Miller & Paape 1988, Kitchen ym. 1980, Bansal ym. 2005) tai 
vähintään 6 h kuluttua lypsystä (Piccinini ym. 2007). (Berning & Shook 1992: ei 
tietoa.) Lypsyn jälkeen otetuissa näytteissä SCC:n ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden on osoitettu olevan korkeampi, kuin ennen lypsyä 
otetuissa näytteissä sekä terveillä, että utaretulehdusta sairastavilla lehmillä 
(Bansal ym. 2005). 
 
Verrattaessa NAGaasi-entsyymiaktiivisuutta laskevien ja nostavien tekijöiden 
muutoksia eri tutkimuksissa, ovat erot saaduissa normaalimaidon Nagaasi-
entsyymiaktiivisuuden arvoissa kuitenkin ristiriitaisia. Merkittäviä eroja havaitaan 
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samallakin menetelmällä määritetyissä arvoissa. On siis epäselvää miksi 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuudelle terveillä lehmillä saaduissa arvoissa on niin 
suurta hajontaa.  
 
2.2.3 Muut tulehdusindikaattorit 
 
Maidon sähkönjohtavuuden mittaamista on käytetty utaretulehduksen 
havaitsemiseen. Menetelmä perustuu ionipitoisuuksien (Na+, Cl-, K+) muutoksiin 
maidossa, kun epiteelisolujen väliset liitokset tulehdustilanteessa löystyvät, 
kapillaarien läpäisevyys kasvaa ja ionien normaalisti tarkoin säädelty kulku 
utareen maitotilaan vapautuu (Kitchen 1981). Menetelmän ongelmana on, että 
ionipitoisuuksiin vaikuttavat tulehduksen ohella myös muut tekijät, kuten 
lypsykauden vaihe ja lypsyväli sekä fysiologiset tekijät, kuten kiima. 
Tutkimustulokset menetelmän sensitiivisyydestä ja spesifisyydestä ovatkin 
vaihtelevia etenkin piilevien utaretulehdusten kohdalla. (Hamann & Zecconi 
1998.) Jos sähkönjohtavuutta halutaan käyttää, on parasta mitata kaikkien 
utareneljännesten sähkönjohtavuus ja verrata näitä toisiinsa eläinkohtaisesti 
(Pyörälä 2003). 
 
Akuutin faasin proteiinit ovat pääasiassa maksan valmistamia yhdisteitä, joita 
vapautuu verenkiertoon, kun elimistössä on tulehdustila. Muutkin kudokset, 
kuten utarekudos, tuottavat tulehdustilan vallitessa näitä proteiineja (Thielen 
ym. 2007, Weber ym. 2006). Naudoilla tärkeimmät akuutin faasin proteiinit ovat 
seerumin amyloidi A (SAA) ja haptoglobiini, kroonisissa tulehduksissa myös α1 -
hapan glykoproteiini. SAA:n ja haptoglobiinin mahdollisuuksia 
utaretulehdusdiagnostiikassa on selvitetty ja lupaaviakin tuloksia saatu (esim. 
Pyörälä ym. 2011, Weber ym. 2006). SAA:n ja haptoglobiinin suurin etu on se, 
että niitä ei esiinny lainkaan terveen utareen maidossa. Käyttökelpoista akuutin 
faasin proteiineihin perustuvaa menetelmää utaretulehduksen havainnointiin 
esimerkiksi lypsyrobotilla ei ole vielä kehitetty. (Pyörälä 2003.) 
 
Kudosvaurion seurauksena utarekudoksen kyky valmistaa laktoosia heikkenee, 
minkä seurauksena maidon laktoosipitoisuus laskee. Laktoosipitoisuuden lasku 
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on kuitenkin niin pieni, että sen käyttökelpoisuus utaretulehduksen 
havainnointiin on vielä kyseenalainen. Laktoosin käyttöä puoltaisi se, että 
maidon laktoosipitoisuus ei juuri vaihtele lypsykauden vaiheen tai lypsykausien 
välillä ja myös se, että laktoosin määritys maidosta kuuluu meijerien 
rutiinimäärityksiin. (Pyörälä 2003.) 
  
2.3 Tulehdusindikaattoreihin (NAGaasi ja SCC) vaikuttavat tekijät  
 
2.3.1 Utaretulehduksen aiheuttajabakteeri 
 
Utaretulehduksen aiheuttajabakteerit voidaan jakaa merkittäviin ja vähäpätöisiin 
taudinaiheuttajiin (patogeeni). Merkittäviksi taudinaiheuttajiksi luokitellaan 
Staphylococcus aureus, streptokokit (Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
dysgalactiae, Streptococcus uberis) sekä koliformit (Escherichia coli, 
Klebsiella). Vähäpätöisiksi taudinaiheuttajiksi katsotaan koagulaasinegatiiviset 
stafylokokit (KNS) ja Corynebacterium bovis. (Kitchen ym. 1984, Berning & 
Shook 1992.) 
 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus maidossa on useiden tutkimusten mukaan 
korkeampi silloin, kun tulehduksen on aiheuttanut jokin merkittävä patogeeni 
kuin silloin, kun tulehduksen taustalla on vähäpätöinen patogeeni. Kitchenin ym. 
tutkimuksessa (1984) merkittävät patogeenit aiheuttivat selvästi korkeamman 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden nousun kuin vähäpätöiset patogeenit. Pyörälän 
tutkimusryhmä tutki NAGaasi-entsyymiaktiivisuuksia eri bakteerien 
aiheuttamissa tulehduksissa ja havaitsi korkeimmat arvot (> 28 pmol/min/μl) kun 
tulehduksen aiheuttaja oli E. coli tai Arcanobacterium pyogenes ja matalimmat 
(6,9 pmol/min/μl) taudinaiheuttajan ollessa KNS. NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden havaittiin olevan korkeampi kliinisessä 
utaretulehduksessa kuin piilevässä utaretulehduksessa. (Pyörälä ym. 2011.) 
Verrattaessa muihin maidon tulehdusindikaattoreihin (laktoosi, SCC) NAGaasi 
on todettu herkimmäksi erottelemaan vähäpätöisten ja merkittävien 
patogeenien aiheuttamat tulehdukset (Berning & Shook 1992). 
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Maidon soluvasteessa on havaittu eroja eri tulehduspatogeenien välillä. Djabri 
ym. havaitsivat suurimmat SCC:n nousut Str. uberiksen aiheuttamissa 
tulehduksissa ja pienimmät korynebakteerien aiheuttamissa tulehduksissa. 
Keskimääräinen SCC terveissä neljänneksissä oli 70 000 solua/ml, 
vähäpätöisten patogeenien aiheuttamissa tulehduksissa 110 000–150 000 
solua/ml ja merkittävien patogeenien aiheuttamissa tulehduksissa yli 350 000 
solua/ml. (Djabri ym. 2002.) Berning & Shook vertailivat tutkimuksessaan 
SCC:n vasteita eri patogeeneille. Heidän tutkimuksensa mukaan SCC erottelee 
NAGaasia paremmin infektoituneen ja ei-infektoituneen maidon, kun taas sen 
tarkkuus erotella vähäpätöisten ja merkittävien patogeenien aiheuttamat 
tulehdukset on heikompi kuin NAGaasilla (Berning & Shook 1992). 
 
2.3.2 Poikimisesta kulunut aika 
 
Lypsykauden vaihe vaikuttaa maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen. 
Aktiivisuudet ovat korkeampia heti poikimisen jälkeen ja jälleen laktaatiokauden 
lopulla (Mattila & Sandholm 1985, Williams ym. 1991, Pyörälä 2003). Maidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus terveissä neljänneksissä on Chagundan 
tutkimuksen mukaan normalisoitunut 30–40 vuorokauden kuluttua poikimisesta 
ja pysyy kutakuinkin vakiona alkaen 60 päivää poikimisesta lypsykauden 
loppuun saakka (Chagunda 2006). Vastaavia tuloksia saivat Berning & Shook, 
joiden tutkimuksen mukaan maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on tyypillisesti 
koholla ensimmäiset 30 päivää poikimisesta, laskee ja pysyy matalalla 240 
päivään poikimisesta saakka ja nousee jälleen, kunnes uusi lypsykausi alkaa 
(Berning & Shook 1992). Piccininin ym. tutkimuksessa NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus oli selvästi koholla noin 20 vrk poikimisen jälkeen ja laski 
vähitellen päivään 160 vrk poikimisesta saakka, minkä jälkeen se vakiintui 
normaalitasolle (Piccinini ym. 2007). Samansuuntaisia tuloksia saaneet 
Williams ym. päättelivät tutkimuksensa pohjalta, että NAGaasia ei voida käyttää 
utaretulehduksen havainnointiin kun poikimisesta on kulunut alle 4 vrk tai yli 233 
vrk (Williams ym. 1991). 
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SCC pysyy useiden tutkimusten mukaan melko tasaisena normaalimaidossa 
riippumatta lypsykauden vaiheesta (Berning & Shook 1992, Piccinini ym. 2007, 
Laevens ym. 1997). Barkeman ym. tutkimuksessa SCC oli normaalia korkeampi 
heti poikimisen jälkeen sekä terveillä että utaretulehdusta sairastavilla lehmillä. 
SCC kuitenkin laski terveissä neljänneksissä nopeasti poikimisen jälkeen ja 
näyttäisi siltä, että sen käyttö utaretulehduksen havainnointiin olisi mahdollista 
jo kaksi vuorokautta poikimisen jälkeen. (Barkema ym. 1999.)  
 
Lypsykauden vaiheella on voimakkaampi vaikutus sekä maidon SCC:uun että 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen lehmillä, joilla utareesta ei voida eristää 
merkittävää utaretulehduspatogeenia (Williams ym. 1991). Lypsykauden vaihe 
näyttää siis olevan suurempi sekoittava tekijä tutkittaessa terveiden ja piilevää 
utaretulehdusta sairastavien lehmien maitoa. 
 
2.3.3 Poikimakerta 
 
Poikimakerralla on havaittu olevan vaikutusta maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuteen, mutta tutkimustulokset ovat ristiriitaisia. Chagundan 
tutkimuksessa maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli korkeampi kolme kertaa 
poikineilla kuin ensimmäistä lypsykauttaan lypsävillä lehmillä (Chagunda 2006). 
Havaintoa tukee aikaisempi Mattilan ja Sandholmin tutkimus, jonka mukaan 
maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on matalin ensimmäistä lypsykauttaan 
lypsävillä lehmillä ja nousee asteittain poikimakertojen lisääntymisen myötä 
(Mattila & Sandholm 1985). Williams ym. totesivat niin ikään tutkimuksessaan, 
että NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on kerran poikineiden lehmien maidossa 
matalampi kuin monta kertaa poikineilla (Williams ym. 1991). Piccininin ym. 
tutkimuksessa sen sijaan NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli selvästi korkeampi 
kerran poikineilla kuin useamman kerran poikineilla lypsylehmillä. Ryhmien 
välillä oli tilastollisesti merkitsevä ero. (Piccinini ym. 2007.) 
 
SCC:ssa ei ole havaittu tilastollisesti merkitsevää eroa kerran ja useamman 
kerran poikineiden välillä (Piccinini ym. 2007, Laevens ym. 1997).  
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2.3.4 Maitonäytetyyppi  
 
SCC:a eri maitonäytetyypeissä (alku vs. loppumaito) on tutkittu useissa 
tutkimuksissa. Östenssonin ym. tutkimus tukee jo aikaisemmin tehtyä 
havaintoa, että SCC on matalampi ennen lypsyä otetuissa näytteissä kuin 
lypsyn jälkeen otetuissa näytteissä. Normaalimaidossa havaittiin pieni ero 
alkumaidon (89 000 solua/ml) ja loppumaidon (117 000 solua/ml) välillä, mutta 
piilevissä utaretulehduksissa ero oli yli kaksinkertainen (197 000 solua/ml vs. 
450 000 solua/ml). Tulostensa perusteella tutkijat suosittelivat, että 
maitonäytteitä tutkittaessa tutkimustarkoituksessa tulisi ottaa näytteet sekä alku- 
että loppumaidosta, jotta saadaan todenmukaisempi käsitys utareen 
terveydentilasta. (Östensson ym. 1988.) 
 
Samansuuntaisia tuloksia on saatu tutkimuksissa, joissa on seurattu sekä 
SCC:n että NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden muutoksia lypsyn aikana. On 
havaittu, että molemmat tulehdusindikaattorit nousevat lypsyn aikana niin 
terveillä kuin utaretulehdusta sairastavillakin lehmillä (Marschke ym. 1987, 
Nielsen ym. 2005). Marschken ym. tutkimuksessa havaittiin SCC:ssa 
nelinkertainen ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa kaksinkertainen nousu. 
Tutkijat suosittelivat alkumaitonäytteiden käyttämistä tutkimustarkoituksissa, 
sillä ne antavat todennäköisesti luotettavampaa vertailudataa lehmien välillä. 
(Marschke ym. 1987.) 
 
Muissakin tutkimuksissa on havaittu, että normaalimaidossa NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus on hieman korkeampi loppumaidossa kuin alkumaidossa 
(Berning ym. 1987, Bansal ym. 2005). Berning ym. havaitsivat, että NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus oli matalin lypsyn aikana otetuissa näytteissä, ja että SCC 
oli selvästi korkeampi lypsyn jälkeen kuin ennen lypsyä otetuissa näytteissä. 
Parhaiten nämä kaksi korreloivat ennen lypsyä ja yli 1 h lypsyn jälkeen 
otetuissa näytteissä. Tulehdusindikaattoreiden hieman erityyppisiä muutoksia 
selittävät Berningin ym. mukaan utarekudokseen lypsyn aikana vaeltavat 
valkosolut ja niistä hieman viiveellä vapautuva NAGaasi. (Berning ym. 1987.) 
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2.4 Maidon soluluvun ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden korrelaatio 
 
On olemassa ristiriitaista tutkimustietoa siitä, korreloivatko SCC ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus keskenään. Eri tutkimuksissa näiden kahden 
tulehdusindikaattorin välille saatuja Pearsonin korrelaatiokertoimia on listattu 
taulukossa 2. Useissa eri tutkimuksissa on havaittu selvä positiivinen korrelaatio 
(0,70–0,88) SCC:n ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden välillä (Kitchen 1980, 
Emanuelson ym. 1987 Berning & Shook 1992, Williams ym. 1991). Piccininin 
ym. tutkimuksessa SCC pysyi kuitenkin matalana koko lypsykauden ajan, kun 
taas NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa oli alkuun korkeat tasot ja lypsykauden 
mittaan selvästi laskeva trendi. Heidän päätelmänsä mukaan nämä kaksi 
indikaattoria eivät vaikuttaisi korreloivan toisiinsa. (Piccinini ym. 2007.) Eräissä 
muissakin tutkimuksissa korrelaatiokertoimet ovat jääneet mataliksi eli selvää 
positiivista korrelaatiota SCC:n ja NAGaasin välillä ei näiden mukaan ole 
(Berning ym. 1987, Bansal ym. 2005). 
 
Tämänhetkisen tutkimustiedon valossa näyttäisi siltä, että SCC ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus korreloivat paremmin utaretulehdusmaidossa kuin 
normaalimaidossa. Changundan tutkimusryhmä havaitsi NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n välillä hieman enemmän vaihtelua terveillä kuin 
kliinisesti sairailla lehmillä. He saivat NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n 
korrelaatioksi terveille lehmille positiivisen korrelaatiokertoimen 0,41 ja kliinisesti 
sairaille lehmille kertoimen 0,59. (Chagunda 2006.) Emanuelsonin ym. 
tutkimuksessa havaittiin myös aavistuksen suurempi positiivinen korrelaatio 
kliinisesti sairailla (0,72) kuin terveillä lehmillä (0,70) (Emanuelson ym. 1987). 
Korrelaatiokertoimien erot ovat kuitenkin melko pieniä, joten lisää tutkimustietoa 
havaintojen tueksi tarvitaan. 
 
Korrelaatiokertoimien eroja eri tutkimuksissa on selitetty maitonäytetyypillä, sillä 
SCC:n ja NAGaasin korrelaation on havaittu vaihtelevan eri maitofraktioissa. 
Berning ym. havaitsi matalimman positiivisen korrelaation lypsyn jälkeen 
otetuissa näytteissä (0,04) ja korkeimman positiivisen korrelaation ennen lypsyä 
otetuissa näytteissä (0,45) (Berning ym. 1987). Toisaalta Bansalin ym. 
tutkimuksessa ei havaittu merkittävää eroa alku- ja loppumaidon välillä 
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korrelaation osalta (Bansal ym. 2005). Taulukossa 2 listatuissa tutkimuksissa ei 
ole nähtävissä selvää trendiä eri maitonäytetyypeillä, joten maitonäytetyyppi ei 
vaikuttaisi olevan selittävä tekijä korrelaatiokertoimien vaihtelussa. 
 
 
TAULUKKO 2. 
Maidon SCC:n ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden positiivinen korrelaatio eri tutkimuksissa. 
 
Tutkimus n Maitonäytetyyppi Korrelaatiokerroin 
Kitchen ym. 1980 243 alkumaito 0,84 
Miller & Paape 1988 1129 alkumaito 0,62 
Williams ym. 1991 
571 alkumaito 0,88 
270 alkumaito 0,56 
Berning ym. 1987 368 
alkumaito 0,45 
loppumaito 0,04 
Emanuelson ym. 1987 411 loppumaito 0,70–0,72 
Berning & Shook 1992 1145 ei tietoa 0,70 
Bansal ym. 2005 142 
alkumaito 0,44 
loppumaito 0,50 
Chagunda 2006 76 820 lypsyn aikana 0,41–0,59 
 
 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
 
3.1 Näytteiden kerääminen 
 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvojen määrittämistä 
varten kerättiin kliinisesti terveiden lehmien maitonäytteitä seitsemältä eri 
lypsykarjatilalta vuosina 2009–2010. Tutkimukseen otettiin mukaan myös 
kolmelta tilalta vuosina 2000–2002 kerätty aineisto, josta vastaavat määritykset 
oli tuolloin tehty. Utaretulehduslehmien maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
määrittämiseksi tutkimukseen otettiin mukaan useilta eri tiloilta piilevää tai 
kliinistä utaretulehdusta sairastavilta lehmiltä kerättyjä maitonäytteitä. Kaiken 
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kaikkiaan tutkimusaineistossa on mukana 838 vuosina 2000–2010 otettua 
maitonäytettä 62 eri lypsykarjatilalta Suomesta ja Virosta. 
 
3.1.1 Tilat ja näytteet 
 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvojen määrittämistä 
varten tutkimukseen otettiin lopulta mukaan maitonäytteitä yhteensä yhdeksältä 
suomalaiselta lypsykarjatilalta. Mukana oli sekä parsinavettoja että pihattoja. 
Otetuista 703 maitonäytteestä 196 täytti normaalimaidon kriteerit ja valittiin 
mukaan tutkimuksen tähän osaan. Näytteiden määrä tilaa kohden vaihteli 
kahdesta 42:een (taulukko 3). Terveiden neljännesten SCC oli < 100 000, 
lehmällä ei ollut näkyviä utaretulehduksen oireita (maito normaalia, utareessa ei 
palpoitavissa olevia muutoksia) ja poikimisesta oli kulunut aikaa yli 30 
vuorokautta. Tutkimuksessa oli omana ryhmänään mukana 31 maitonäytettä 
terveiltä lehmiltä, joilla oli kulunut aikaa poikimisesta alle 30 vuorokautta. Näistä 
viidellä oli havaittu utareessa poikimisen jälkeen pöhöä. Utaretulehdusta 
sairastavilta lehmien osalta tutkimukseen otettiin mukaan 611 näytettä yhteensä 
62 tilalta. Tässä ryhmässä näytteiden määrä tilaa kohden vaihteli yhdestä 
114:ään.  
 
 
TAULUKKO 3. 
Terveiden lehmien maitonäytteiden jakautuminen tiloittain. 
 
Tila Näytteiden määrä Osuus (%) terveiden lehmien näytteistä 
1 
2 
3 
5 
6 
8 
9 
10 
11 
27 
42 
33 
18 
17 
2 
14 
9 
34 
13.78 
21.43 
16.84 
9.18 
8.67 
1.02 
7.14 
4.59 
17.35 
Yhteensä 196 100.00 
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3.1.2 Näytteenottotekniikka 
 
Kultakin tutkitulta lehmältä otettiin yksi maitonäyte. Tutkimukseen otettavien 
neljännesten valitsemiseksi lehmille tehtiin kaikkien neljännesten CMT-testi. 
Näyte otettiin eniten soluttavasta neljänneksestä. Lehmillä, joilla CMT-testin 
tulos oli sama kaikissa neljänneksissä, neljännes valittiin satunnaisesti. 
Maitonäytteet otettiin aseptista tekniikkaa käyttäen (liite 1). Näytteenottoon 
valitun neljänneksen vedin ja erityisesti vetimen pää puhdistettiin kolmeen 
kertaan Desinfectol P® -puhdistusaineeseen kastetulla pumpulilla. Puhdistuksen 
jälkeen vetimestä lypsettiin muutama suihke ennen varsinaisen näytteen ottoa. 
Näytteeksi otettiin muutama suihke maitoa puhtaisiin maitonäyteputkiin. 
Näytettä otettaessa putkea pidettiin vinossa kontaminaation välttämiseksi. 
Näytteet kuljetettiin heti näytteenoton jälkeen Saaren klinikan laboratorioon. 
SCC:n määritys ja bakteriologinen viljely tehtiin näytteenottopäivänä. NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden mittausta varten tarvittavat maidot pipetoitiin eppendorf-
putkiin ja putket laitettiin pakastimeen. 
 
3.1.3 Näytteenoton yhteydessä kerätyt tiedot 
 
Näytteenoton yhteydessä tiloilla kerättiin esitiedot tutkimukseen otetuista 
lehmistä. Kerätyt tiedot olivat lehmän nimi ja korvanumero, poikimapäivä, 
poikimakerta, utareen pöhön aste poikimisen jälkeen, mikäli poikimisesta oli alle 
kuukausi sekä tieto pian umpeen menevistä lehmistä. Utareen malli ja 
utareessa tai maidossa havaitut muutokset kirjattiin. Lehmistä, joilla oli 
näytteenoton aikaan kliininen utaretulehdus, kerättiin tieto mahdollisista 
yleisoireista sekä utareen paikallisoireista.    
 
3.2 Näytteistä tehdyt määritykset ja niissä käytetyt menetelmät 
 
Tutkimukseen tarvittavat määritykset tehtiin eri laboratorioissa, sillä 
tutkimuksessa on mukana aineistoja eri vuosilta ja kahdesta eri maasta (Suomi 
ja Viro). Terveiden ja piilevää utaretulehdusta sairastaneiden lehmien 
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maitonäytteistä määritettiin SCC sekä NAGaasi-entsyymiaktiivisuus, ja näytteet 
viljeltiin bakteerikasvun varalta. 
 
3.2.1 Maidon soluluku 
 
SCC:n määritykseen käytettiin elektronista solulaskuria DCC:tä (DeLaval 
International AB, Ruotsi) ja fluoro-optista Fossomatic-solulaskuria (Fossomatic 
Milk Analysis, Foss Electric, Hillerød, Tanska). Vuosina 2000–2002 otetut 
maitonäytteet analysoitiin Fossomatic-solulaskurilla Valion Lapinlahden 
laboratoriossa ja vuosina 2009–2010 otetut näytteet DCC solulaskurilla Eltdk:n 
Saaren laboratoriossa. Muista näytteistä SCC:a ei määritetty.  
 
DeLaval DCC -solulaskurin toiminta perustuu fluoresoivaan DNA-koettimeen ja 
digitaalikameraan, ja sen mittausalue on 10–4000 solua/μl. Maitonäyte 
imeytetään laitteeseen sopivaan kertakäyttöiseen laskukasettiin, jossa näyte 
värjäytyy fluoresoivalla DNA-spesifisellä koettimella. Koetin tarttuu kuhunkin 
näytteessä olevan solun tumaan, minkä jälkeen laitteen digitaalikamera ottaa 
kuvan näytteestä ja laskee yksitellen näytteessä olevat tumat. Tumien määrä on 
sama kuin solujen määrä. Laite ilmoittaa tuloksen solua/μl maitoa. (DeLaval 
2006)  
 
Fossomatic-solulaskurin toiminta perustuu virtaussytometriaan. Tässäkin 
menetelmässä maitonäyte värjätään väriaineella, joka tarttuu solujen DNA:han. 
Värjätty näyte ruiskutetaan kyvettiin, joka altistetaan laservalolle. 
Valoaltistuksen jälkeen väriaine alkaa fluoresoida ja somaattiset solut nähdään 
valopisteinä, jotka laitteen valoherkkä levy rekisteröi ja laskee. (FOSS 1956–
2010)  
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3.2.2 NAGaasi-entsyymiaktiivisuus 
 
Ennen NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden määritystä kaikki tutkimuksessa mukana 
olleet maitonäytteet pakastettiin eppendorf-putkissa. Myöhemmin näytteet 
sulatettiin entsyymiaktiivisuuden mittaamista varten. Näytteiden jäädyttäminen 
ja sulattaminen vapauttavat intrasellulaarista NAGaasi-entsyymiä soluista 
(Pyörälä 2003), joskin sen mittaaminen on mahdollista myös tuoreesta 
maidosta.  
 
3.2.2.1 Periaate 
 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen käytimme modifioitua Mattilan 
menetelmää (Mattila 1985). Menetelmässä sulaneeseen huoneenlämpöiseen 
maitoon lisätään 4-MUAG-substraattia, josta maidossa oleva NAGaasi-entsyymi 
vapauttaa fluoresoivaa 4-MU:ta (4-metyyliumbelliferonia). Näytteiden 
fluoresenssit mitataan ja saadut arvot muutetaan NAGaasi-entsyymiaktiivisuutta 
kuvaavaksi 4-MU-pitoisuudeksi. Näytteiden entsyymiaktiivisuudet saadaan 
vertaamalla näytteiden fluoresenssiarvoja kontrollimaito 1:n fluoresenssiarvoon. 
Kontrollimaito 1 on korkean NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden omaavaa 
tulehdusmaitoa, ja sen fluoresenssiarvo määritetään voimassaolevan 
standardisuoran avulla. Standardisuora muodostetaan mittaamalla 4-MU:ta 
sisältävästä kantaliuoksesta tehdyn laimennossarjan eri laimennoksien 
fluoresenssit ja se tehdään aina, kun kontrollimaito vaihdetaan uuteen.  
 
Määrityksessä on mukana myös kontrollimaito 2, joka on terveen lehmän 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuudeltaan matalaa maitoa. Tämän maidon avulla 
seurataan 4-MUAG-substraatin hajoamista. Mikäli arvot muuttuvat, on 
substraatti mahdollisesti hajonnut esim. valon vaikutuksesta ja vaihdettava 
uuteen. (Saaren laboratorion työohje, Hovinen & Pyörälä 2008.) 
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3.2.2.2 Käytännön toteutus 
 
Määrityksessä tarvittavat reagenssit ja tutkittavat näytteet otettiin 
huoneenlämpöön. Huoneen lämpötila mitattiin ja säädettiin +20 °C:een. 
Pipetointikaavioihin merkittiin näytteiden tunnisteet niin, että jokaiselle näytteelle 
varattiin kaksi kuoppaa. Kullekin mikrotiitterilevyä vastaavalle kaaviolle merkittiin 
paikat myös vedelle ja kontrollimaidoille (1 ja 2). 
 
Näytteet ja kontrollit pipetoitiin mikrotiitterilevyille pipetointikaavioiden 
mukaisesti. Tämän jälkeen kuhunkin kuoppaan pipetoitiin 40 μl substraatti-
sitraattipuskuria ja levy asetettiin valolta suojattuun sekoittajaan yhden minuutin 
ajaksi. Sekoittaja sammutettiin ja reaktion annettiin tapahtua vielä 14 minuuttia. 
Reaktion kuluessa NAGaasi-entsyymi vapauttaa 4-MU:ta substraatista. Kun 
kokonaisinkubaatioaikaa oli kulunut 15 min, pipetoitiin kuoppiin 150 μl 
glysiinipuskuria reaktion pysäyttämiseksi. Tämän jälkeen levy asetettiin 
fluorometriin ja suoritettiin fluoresenssin mittaus. 
 
Fluoresenssin mittaukseen käytettiin Fluoroscan Ascent -laitetta ja sen 
tietokonekäyttöohjelmaa, joka laskee automaattisesti parillisten näytteiden ja 
kontrollien fluoresenssien keskiarvon. Tulokset saatiin muodossa pmol 
vapautunutta 4-MU:ta minuutissa / μl maitoa 20 °C:ssa. Arvot tarkastettiin ja 
mikäli parilliset arvot poikkesivat suuresti toisistaan, suoritettiin kyseiselle 
näytteelle uusintamittaus. 
 
3.2.3 Bakteriologinen tutkimus  
 
Bakteerieristystä ja -tunnistusta varten kustakin näytteestä viljeltiin 10 μl maitoa 
verimaljalle, jota pidettiin lämpökaapissa 37 ºC lämpötilassa 48 tunnin ajan. 
Bakteerikasvu tarkastettiin 24 ja 48 tunnin jälkeen ja bakteerit tunnistettiin 
utaretulehdusdiagnostiikassa yleisesti käytetyillä menetelmillä (Hogan ym. 
1999).  
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3.3 Tilastollinen analyysi 
 
Aineisto analysoitiin käyttäen Stata Intercooler -tilasto-ohjelman versiota 11.0 
(Stata Corporation, Texas, USA). Normaalimaidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuudelle laskettiin viitearvot, käyttäen kaavaa keskiarvo ± 1,96 x 
keskihajonta (SD). Piilevien ja kliinisten utaretulehdusten osalta aineisto 
kuvailtiin ilmoittamalla vaihteluväli sekä laskemalla keskiarvot ja keskihajonnat. 
Nämä määritettiin myös piilevien utaretulehdusten viidelle SCC:n perusteella 
jaetulle alaryhmälle sekä kliinistä utaretulehdusta sairastaneiden lehmien 
alaryhmille ”paikallisoireita”, ”yleisoireita” ja ”ei tietoa oireista”. Vaihteluväli, 
keskiarvo ja SD määritettiin myös terveille neljänneksille ryhmissä ”DIM > 30 
vrk” ja ”DIM = 1–30 vrk” (DIM, days in milk eli lehmän poikimisesta kulunut 
aika). 
 
Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen terveessä neljänneksessä vaikuttavia 
tekijöitä tutkittiin lineaarisella sekamallilla, jossa sekoittavana tekijänä oli tila. 
Ennen tilastollisia analyysejä SCC:n ja NAGaasin arvot muutettiin luonnollisiksi 
logaritmeiksi jakauman muuntamiseksi normaalijakaumaksi. 
 
Jatkuvien muuttujien (SCC) ja NAGaasin välinen lineaarisuus varmistettiin. 
Luokiteltuina muuttujina mallissa olivat DIM (<30 vrk, 30–299 vrk ja >300 vrk) ja 
poikimakerta (1, 2, 3 ja >3). Dikotomisia muuttujia olivat neljännes 
(taka/etuneljännes), bakteerikasvu (on/ei) ja viljelty (on/ei). Muuttujat testattiin 
ensin yksittäin ennen monimuuttujamallia. Malli rakennettiin käyttäen askeltavaa 
eteen taakse menetelmää. SCC:n ja bakteerikasvun välillä oli tilastollisesti 
merkitsevä yhteisvaikutus (interaktio), minkä vuoksi se lisättiin malliin. Mallin 
sopivuus testattiin tarkastelemalla residuaalien varianssien normaalijakaumaa 
ja homogeenisyyttä. 
 
SCC:n ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden korrelaatiota arvioitiin terveillä 
lehmillä, piilevää utaretulehdusta sairastaneilla lehmillä ja koko aineistossa. 
Korrelaatiot laskettiin Pearsonin korrelaatiokertoimella. Tilastollisesti 
merkitsevänä raja-arvona kaikissa analyyseissä pidettiin p < 0.05. 
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4 TULOKSET 
 
 
4.1 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus 
 
4.1.1 Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus 
 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvoiksi lehmille, joilla 
poikimisesta oli kulunut yli 30 vrk, saatiin 0,09–1,04 pmol/min/µl maitoa. 
Vaihteluvälit, keskiarvot ja keskihajonnat terveiden neljännesten sekä piilevää 
tai kliinistä utaretulehdusta sairastavien neljännesten maidolle on kirjattu 
taulukkoon 4. 
 
4.1.2 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus piilevässä utaretulehduksessa 
 
Piilevää utaretulehdusta sairastaneet lehmät jaettiin tutkimuksessa viiteen 
ryhmään SCC:n perusteella. Ryhmässä 1 SCC oli 100 000–199 999, ryhmässä 
2 200 000–299 999, ryhmässä 3 300 000–399 999, ryhmässä 4 400 000–
499 999 ja ryhmässä 10 yli 1000 000 solua / ml maitoa. Ryhmiä tarkasteltiin 
sekä erillisinä että yhdistettyinä piilevien utaretulehdusten kokonaisuudeksi. 
Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvoissa ei nähty selviä eroja eri 
ryhmien välillä piilevissä utaretulehduksissa. Vasta ryhmässä > 1000 000 solua 
/ ml maitoa havaittiin selvä NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden nousu. (taulukko 5)  
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TAULUKKO 4. 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus (pmol/min/µl) terveiden sekä piilevää ja kliinistä utaretulehdusta 
sairastavien neljännesten maidossa. Terveiden ryhmästä on erotettu alaryhmä, joilla 
poikimisesta on kulunut yli 30 vrk (normaalimaito). Kliinistä utaretulehdusta sairastavat on 
esitetty yhtenä ryhmänä ja oireiden perusteella jaoteltuina alaryhminä. 
 
Ryhmä Havainnot Vaihteluväli Keskiarvo SD 
Terveet kaikki 
Terveet DIM* > 30 vrk 
Piilevät utaretulehdukset 
Kliiniset utaretulehdukset 
Kliiniset paikallisoireiset 
Kliiniset yleisoireiset 
Kliiniset ei tietoa oireista 
220 
196 
215 
381 
45 
78 
258 
0,14–2,59 
0,14–1,55 
0,30–21,67 
0,48–24,49 
0,96–24,49 
1,32–24,49 
0,48–24,49 
0,62 
0,56 
2,49 
16,65 
12,24 
17,74 
17,09 
0,33 
0,24 
3,07 
8,28 
7,76 
7,36 
8,41 
* DIM = days in milk, eli lehmän poikimisesta kulunut aika 
 
 
4.1.3 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus kliinisessä utaretulehduksessa 
 
Kliinistä utaretulehdusta sairastaneet lehmät (381 kpl) jaettiin tutkimuksessa 
kolmeen ryhmään oireiden perusteella. Paikallisoireisia lehmiä oli 
tutkimuksessa mukana 45 kpl ja yleisoireisia 78 kpl. Kliinistä utaretulehdusta 
sairastaneita lehmiä, joiden oireista ei ollut tietoa, oli mukana 258 kpl. 
 
Kliinistä utaretulehdusta sairastaneiden lehmien eri ryhmien maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuudet on esitetty taulukossa 4. Verrattuna normaalimaidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvoon (0,56) ja piilevää utaretulehdusta 
sairastaneiden lehmien NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvoon (2,49), on 
kliinistä utaretulehdusta sairastavien lehmien maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus keskimäärin selvästi korkeampi (16,65). Keskiarvoissa on 
myös selvä ero paikallisoireisten (12,24) ja yleisoireisten (17,74) lehmien välillä. 
(taulukko 4) 
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TAULUKKO 5. 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuudet (pmol/min/µl) piilevissä utaretulehduksissa. Piilevää 
utaretulehdusta sairastaneet lehmät jaettiin viiteen ryhmään maidon soluluvun perusteella. 
Ryhmiä käsiteltiin erillisinä, sekä yhdistettynä ryhmäksi ”Kaikki piilevät utaretulehdukset”. 
 
Ryhmä (solua / ml maitoa) Havainnot Vaihteluväli Keskiarvo SD 
100 000 – 199 999 48 0,30–4,25 1,02 0,66 
200 000 – 299 999 25 0,57–1,68 1,02 0,31 
300 000 – 399 999 25 0,48–5,65 1,25 1,02 
400 000 – 499 999 47 0,51–6,38 1,95 1,35 
> 1000 000 70 1,01–21,67 4,83 4,33 
Kaikki piilevät utaretulehdukset 215 0,30–21,67 2,49 3,07 
 
 
4.2 NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja maidon soluluvun korrelaatio 
normaalimaidossa, piilevää utaretulehdusta sairastavilla lehmillä ja koko 
aineistossa 
 
Terveiden neljännesten maitonäytteistä määritetyn NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n välillä ei havaittu korrelaatiota. Arvojen 
luonnollisista logaritmeista lasketuksi Pearsonin korrelaatiokertoimeksi saatiin 
0,04, eli tekijöiden välillä ei havaittu yhteyttä (taulukko 6). Kuvaajassa 1 
korrelaation puuttuminen näkyy havaintojen suurena hajontana.  
 
 
TAULUKKO 6.  
Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n korrelaatio Pearsonin korrelaatiokertoimella 
laskettuna. 
 
Ryhmä Havaintojen määrä Korrelaatiokerroin 
Terveet, DIM* > 30 vrk 
Piilevät utaretulehdukset 
Koko aineisto 
196 
189 
838 
0,04 
0,74 
0,72 
*DIM= days in milk eli poikimisesta kulunut aika 
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KUVAAJA 1. 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden (naga) ja SCC:n korrelaatio. Molemmat arvot 
on muutettu luonnollisiksi logaritmeiksi. 
 
 
Piilevässä utaretulehduksessa havaittiin korrelaatio maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n välillä. Pearsonin korrelaatiokertoimeksi saatiin 
0,74, mikä kertoo kohtalaisesta korrelaatiosta (taulukko 6). SCC:n mukaan 
viiteen ryhmään jaettujen piilevää utaretulehdusta sairastaneiden lehmien 
maitonäytteiden korrelaatiokertoimet olivat kaikki alle 0,55. Tarkasteltaessa 
ryhmiä yhdistettyinä, NAGaasi-entsyymiaktiivisuus jatkuvana muuttujana, 
havaittiin edellä mainittu korrelaatio. Yksittäisissä ryhmissä korrelaation 
puuttumista selittävät liian pienet ja samankaltaiset havaintoryhmät. 
Korrelaatioissa on kuitenkin havaittavissa nouseva trendi eli SCC:n kasvaessa 
korrelaatio NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen näyttäisi lisääntyvän. 
-2
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KUVAAJA 2. 
Kaikkien tutkittujen lehmien maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden (naga) ja SCC:n 
korrelaatio. Molemmat arvot on ilmoitettu luonnollisina logaritmeina. 
 
 
Tarkasteltaessa koko tutkimusaineistoa (kuvaaja 2), tulee SCC:n ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden korrelaatio esiin, kun soluluku kasvaa. Kuvaajan 
alkuosassa korrelaatiota ei ole (terveet lehmät), mutta SCC:n noustessa 
(piilevät ja kliiniset utaretulehdukset) näkyy muuttujien välillä selvä korrelaatio.  
 
4.3 Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavat tekijät 
 
Terveiden lehmien maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavien 
tekijöiden määrittämistä varten luotiin tilastollinen regressiomalli. Mallilla 
laskettiin NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden muutosta eri tekijöiden muuttuessa. 
Saaduille muutoksille määritettiin mallin avulla myös p-arvot ja 95 % 
luottamusvälit (taulukko 7). NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikutti mallin 
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mukaan tilastollisesti merkitsevästi SCC, poikimisesta kulunut aika ja 
poikimakerta. 
 
 
TAULUKKO 7. 
Normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavat tekijät. (n = 220) Vaikutus kuvaa 
muuttujien vaikutuksen suuruutta normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen 
 
Muuttuja Vaikutus P-arvo* 95 %:n luottamusväli 
SCC 0,13 0,00 0,07–0,18 
SCC:n ja bakteerikasvun yhteisvaikutus - 0,05 0,05 -0,09…-0,00 
DIM 30–299 vrk vs. DIM < 30 vrk - 0,60 0,00 -0,74…-0,47 
DIM > 300 vrk vs. DIM < 30 vrk  - 0,43 0,00 -0,65…-0,21 
takaneljännes vs. etuneljännes 0,12 0,01 0,03–0,21 
poikimakerta 2 vs. poikimakerta 1  0,18 0,00 0,08–0,29 
poikimakerta 3 vs. poikimakerta 1 0,16 0,02 0,02–0,30 
poikimakerta > 3 vs. poikimakerta 1  0,23 0,01 0,07–0,40 
bakteerikasvu vs. ei bakteerikasvua 0,27 0,03 0,02–0,51 
ei ole viljelty vs. ei bakteerikasvua 0,20 0,18 -0,09–0,49 
vakio - 0,20 0,11 -0,44–0,05 
* tilastollisesti merkitsevä jos P < 0,05. 
 
 
4.3.1 Maidon soluluku 
 
Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa (ln) havaittiin tilastollisesti merkitsevä 
0,13 yksikön nousu SCC:n (ln) noustessa yhden yksikön (taulukko 7). 
 
4.3.2 Poikimisesta kulunut aika 
 
Verrattaessa ryhmiä 30–299 vrk ja yli 300 vrk poikimisesta ryhmään alle 30 vrk 
poikimisesta, havaittiin NAGaasi-entsyymiaktiivisuuksissa 0,60 ja 0,43 yksikön 
laskut. (taulukko 7) NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvo oli selvästi 
korkeampi ryhmässä alle 30 vrk poikimisesta kuin ryhmissä 30–299 vrk ja yli 
300 vrk poikimisesta (taulukko 8). Tutkimuksemme mukaan poikimisesta 
kulunut aika siis vaikuttaa maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen niin, että 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on jonkun aikaa poikimisen jälkeen koholla, mutta 
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tasaantuu noin 100 vrk kuluessa ja pysyy sen jälkeen melko tasaisena (kuvaaja 
3). Kuvaajan loppuosassa havaintojen määrä on liian pieni johtopäätösten 
vetämiseen. 
 
 
 
 
KUVAAJA 3. 
Terveiden lehmien maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden (naga) ja poikimisesta kuluneen 
ajan (DIM) korrelaatio. ”Lowess naga DIM” kuvaa arvojen painotettua keskiarvoa.                                                                                           
 
 
TAULUKKO 8. 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus (pmol/min/µl) terveillä lehmillä kun poikimisesta on kulunut alle 30 
vrk, 30 – 299 vrk tai yli 300 vrk. 
 
DIM n Keskiarvo Mediaani Vaihteluväli 
< 30 vrk 
30–299 vrk 
> 300 vrk 
24 
183 
13 
1,04 
0,56 
0,66 
0,98 
0,56 
0,61 
0,31–2,59 
0,14–1,55 
0,26–1,44 
*DIM = poikimisesta kulunut aika 
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4.3.3 Poikimakerta 
 
Ensimmäisen ja toisen poikimakerran välille saatiin tilastollisesti merkitsevä ero 
(p = 0,00) niin, että NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli 0,18 yksikköä korkeampi 
toisen kerran poikineilla, kuin kerran poikineilla. NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli 
niin ikään korkeampi ryhmissä ”poikimakerta 3” ja ”poikimakerta > 3” (p = 0,02 
ja 0,01) kuin ryhmässä ”poikimakerta 1”. (taulukko 7) 
 
4.3.4 Muut tekijät 
 
Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa havaittiin tilastollisesti merkitsevä ero 
utareen etu- ja takaneljännesten välillä (p = 0,01). Takaneljänneksissä 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli 0,12 yksikköä korkeampi kuin 
etuneljänneksissä. (taulukko 7) 
 
Bakteerikasvun todettiin vaikuttavan maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen. 
Neljänneksissä, joiden maidossa todettiin viljelyssä bakteerikasvua, oli 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus 0,27 yksikköä korkeampi kuin puhtaissa 
neljänneksissä (p = 0,03). (taulukko 7) 
 
4.4 Maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus bakteeriryhmittäin 
 
Taulukossa 9 on esitetty maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus ja SCC 
bakteeriryhmittäin koko aineistossa. Mukana ovat sekä piilevää että kliinistä 
utaretulehdusta sairastaneet lehmät. Kliinistä utaretulehdusta sairastaneita 
lehmiä oli aineistossa mukana 381 kpl, näistä vain kuudelta oli määritetty SCC 
solulaskurilla.  
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TAULUKKO 9. 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden ja SCC:n keskiarvo (ka) ja mediaani (md) bakteeriryhmittäin 
piilevässä ja kliinisessä utaretulehduksessa. 
 
Bakteeri NAGaasi pmol/min/μl SCC 1000 solua / ml maitoa 
n ka md vaihteluväli n ka md vaihteluväli 
KNS 64 2,97 1,03 0,34-24,49 57 613,46 353,5 63-5629 
koryneformi 34 2,67 1,32 0,19-14,26 30 635,15 256 4-4253 
Staphylococcus aureus 73 12,07 8,85 0,95-24,49 29 2494 985 177-15350 
Streptococcus uberis 72 16,05 22,6 0,55-24,49 13 1891,25 848 32-30411 
Streptococcus agalactiae 9 23,34 24,49 17,96-24,49 - - - - 
Streptococcus dysgalactiae 26 15,83 19,07 1,42-24,49 10 3594,13 3001 105-20888 
Escherichia coli 87 17,08 18,1 1,32-24,49 - - - - 
muut * 40 13,16 14,7 0,63-24,49 16 727,13 395,5 10-6297 
* hiiva, Lactococcus spp., Streptococcus spp, A. pyogenes ja kaksi patogeenia sisältävät 
näytteet 
 
 
Kuten edellä on todettu, voidaan utaretulehduksen aiheuttajapatogeenit jakaa 
vähäpätöisiin patogeeneihin ja merkittäviin patogeeneihin. Tutkimuksessamme 
havaitsimme maidon NAgaasi-entsyymiaktiivisuudessa selvän eron 
patogeeniryhmien välillä. Neljänneksissä, joista eristettiin vähäpätöinen 
patogeeni, oli NAGaasi-entsyymiaktiivisuus selvästi matalampi kuin 
neljänneksissä, joista eristettiin merkittävä patogeeni. NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden keskiarvoksi vähäpätöisille patogeeneille (KNS, 
koryneformi) saatiin 2,82 ja merkittäville patogeeneille (S. aureus, Str. uberis, 
Str, agalactiae, Str. dysgalactiae, E.coli) 16,87. 
 
 
5 POHDINTA 
 
 
Tässä tutkimuksessa määritimme vakioiduissa olosuhteissa normaalimaidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden viitearvoiksi 0,09–1,04 pmol/min/μl maitoa.  
Samaa menetelmää NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen käyttäneet 
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Mattila ja Sandholm asettivat tulehtuneelle neljännekselle raja-arvon 2,9 
pmol/min/μl maitoa, jolla oikeita diagnooseja (tulehtunut vs. ei tulehdusta) 
saatiin 76 % (Mattila & Sandholm 1985). Asettamamme viitearvot ovat selvästi 
Mattilan ja Sandholmin esittämää matalammat, mikä johtunee eroista 
tutkimusaineistossa. Mattilan ja Sandholmin tutkimuksessa raja-arvo on 
määritetty kaikkien terveiden neljännesten NAGaasi-entsyymiaktiivisuuksista, 
kun tässä tutkimuksessa yhtenä valintakriteerinä normaalimaidon viitearvojen 
määritykseen valituille näytteille oli, että lehmän poikimisesta oli kulunut yli 30 
vrk. NAGaasin on havaittu olevan koholla alkulypsykaudesta, mikä selittää 
ainakin osittain edellä mainitun eron viitearvoissa. 
 
Lypsykauden vaiheen ja muiden fysiologisten tekijöiden on havaittu vaikuttavan 
maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen. Miller & Paape testasivat Mattilan ja 
Sandholmin asettaman raja-arvon toimivuutta ja totesivat, että sen tarkkuus 
havaita tulehdukset vaihteli 43 %:sta 97 %:iin riippuen siitä, missä lypsykauden 
vaiheessa lehmä oli ja montako kertaa se oli poikinut. He ehdottivat erillisten 
raja-arvojen määrittämistä alku-, keski- ja loppulypsykaudelle. (Miller & Paape 
1988.) Mattila ja Sandholmkin (1985) esittivät, että fysiologisen vaihtelun vuoksi 
absoluuttisen raja-arvon asettaminen on kyseenalaista, ja että luotettavampaa 
olisi verrata kunkin lehmän eri neljännesten välisiä arvoja toisiinsa. 
Tutkiessamme regressiomallin avulla eri tekijöiden vaikutusta maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuteen, havaitsimme vaikutusta olevan poikimisesta kuluneella 
ajalla, poikimakerralla ja SCC:lla. Tutkimuksemme mukaan maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuus on keskimäärin korkeampi lehmillä, joilla poikimisesta on 
kulunut alle 30 vrk (ka 1,04) kuin lehmillä joilla poikimisesta on yli 30 vrk (ka:t 
0,56, 0,66). Tämä havainto tukee Millerin & Paapen (1988) päätelmää siitä, että 
lypsykauden vaiheella on vaikutusta maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen, 
ja että erilliset entsyymiaktiivisuuden raja-arvot tulisi määrittää eri lypsykauden 
vaiheille.  
 
Saamamme tutkimustulos, jonka mukaan maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus 
on koholla alkulypsykaudella (DIM < 30 vrk), on samansuuntainen aikaisempien 
tutkimusten kanssa, joissa NAGaasi on ollut koholla tutkimuksesta riippuen 4- 
40 vuorokauteen poikimisesta saakka (Chagunda 2006, Berning & Shook 1992, 
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Williams ym. 1991). Kaikki terveille neljänneksille tässä tutkimuksessa saadut 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvot, riippumatta lypsykauden vaiheesta, 
mahtuvat kuitenkin asettamiemme viitearvojen sisälle. Vaikuttaa siis siltä, että 
määrittämiämme viitearvoja voisi käyttää terveiden neljännesten erottamiseen 
tulehtuneista kaikissa lypsykauden vaiheissa.  
 
Muutamissa aikaisemmissa tutkimuksissa on esitetty, että maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuudessa tapahtuu kasvua jälleen lypsykauden lopulla (Mattila & 
Sandholm 1985, Berning & Shook 1992), kun taas toisissa tutkimuksissa 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on näyttänyt pysyttelevän melko vakaana aina 
uuden lypsykauden alkuun saakka (Chagunda 2006, Piccinini ym. 2007). Tässä 
tutkimuksessa oli mukana ainoastaan 13 lehmää, joilla poikimisesta oli kulunut 
yli 300 vrk, joten emme saaneet riittävästi aineistoa loppulypsykauden osalta 
johtopäätösten vetämiseksi suuntaan tai toiseen. 
 
Utaretulehdusta sairastavien lehmien osalta havaitsimme NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden kasvavan utareen tulehdustilan voimistuessa. Piilevissä 
utaretulehduksissa maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden keskiarvot 
kasvoivat vain hieman SCC:n kasvun myötä aina ryhmään 1000 000 solua / ml 
maitoa saakka, jossa tapahtui selvempi muutos. Ero piilevien ja kliinisten 
utaretulehdusten välillä oli kuitenkin merkittävä ja selvä ero havaittiin myös 
paikallisoireisten ja yleisoireisten lehmien välillä. Yleisoireisilla lehmillä 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuus oli huomattavasti paikallisoireisia korkeampi, mikä 
on järkeenkäypää, kun NAGaasi-entsyymin katsotaan vapautuvan 
tuhoutuneista epiteelisoluista sekä tulehduspaikalle vaeltaneista valkosoluista. 
Saamamme tutkimustulokset ovat linjassa oletuksen kanssa, että mitä 
voimakkaampi tulehdus on, sitä voimakkaampi on kudoksen tulehdusvaste ja 
solutuho. 
 
Poikimakerran vaikutuksesta maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuteen on saatu 
aikaisemmissa tutkimuksissa ristiriitaisia tuloksia. Chagunda ja Mattila ym. 
esittivät, että NAGaasi-entsyymiaktiivisuus on matala ensimmäistä 
lypsykauttaan lypsävillä lehmillä ja nousee lypsykausien myötä (Mattila & 
Sandholm 1985, Chagunda 2006). Piccinini ym. sen sijaan saivat päinvastaisia 
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tuloksia, joiden mukaan NAGaasi-entsyymiaktiivisuus olisi kerran poikineilla 
lehmillä korkeampi kuin useamman kerran poikineilla (Piccinini ym. 2007). 
Tässä tutkimuksessa havaitsimme maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa 
tilastollisesti merkitsevän eron ensimmäisen ja muiden poikimakertojen välillä 
niin, että aktiivisuus oli kerran poikineilla matalampi kuin useamman kerran 
poikineilla. Tulos on samansuuntainen Chagundan sekä Mattilan & Sandholmin 
havaintojen kanssa. 
 
Terveiden lehmien maitonäytteistä määritetyn NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
ja SCC:n välillä emme havainneet korrelaatiota. Saatu tutkimustulos tukee 
aikaisemmin tehtyjä tutkimuksia, joissa on niin ikään todettu että 
normaalimaidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuus ja SCC eivät korreloi (Chagunda 
2006, Bansal ym. 2005, Berning ym. 1987, Piccinini ym. 2007).  
 
Tutkimuksessamme korrelaatio tulee kuitenkin esiin SCC:n ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden kasvaessa ja piilevää utaretulehdusta sairastaville 
lehmille saimme näiden kahden muuttujan välille positiivisen 
korrelaatiokertoimen 0,74. Aikaisemmissakin tutkimuksissa on havaittu SCC:n 
ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden välillä selvä korrelaatio utaretulehdusta 
sairastavilla lehmillä. (Berning & Shook 1992, Kitchen 1984) Sekä Chagunda 
(2006) että Emanuelson ym. (1987) havaitsivat näiden kahden muuttujan 
korreloivan paremmin kliinisesti sairailla kuin terveillä lehmillä, vaikkakin 
korrelaatiokertoimien erot jäivät heidän tutkimuksissaan pieniksi. Tässä 
tutkimuksessa saamiemme piilevien utaretulehdusten ryhmän 
korrelaatiokertoimen (0,74) ja terveiden ryhmän korrelaatiokertoimen (0,04) 
välillä on selvä ero. Koko aineiston korrelaatiokerroinkin (0,72) on kohtalainen, 
mikä viittaa siihen että näiden muuttujien välillä on yhteys utaretulehdusta 
sairastavilla lehmillä. Edellä kuvatun tutkimustiedon ja tämän tutkimuksen 
valossa näyttää siis siltä että SCC:n ja NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden välillä ei 
ole yhteyttä terveiden lehmien maidossa mutta utaretulehdusta sairastavilla 
lehmillä yhteys on. 
 
Selvitimme myös eri patogeenien aikaansaamaa muutosta maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuudessa. Aikaisemmat tutkimustulokset ovat antaneet viitteitä 
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siitä, että NAGaasi-entsyymiaktiivisuus maidossa nousee enemmän silloin, kun 
utaretulehduksen aiheuttajana on jokin merkittävä patogeeni, kuin jos kyseessä 
on jokin vähäpätöinen patogeeni (Kitchen 1984, Berning & Shook 1992, Pyörälä 
ym. 2011). Tässä tutkimuksessa saimme maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden keskiarvoksi vähäpätöisille patogeeneille 2,82 ja 
merkittäville patogeeneille 16,87. Ero näiden kahden ryhmän välillä on selvä ja 
tukee aikaisemmin saatuja tutkimustuloksia. Havaitsimme että ero maidon 
NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa terveiden lehmien ja piilevää utaretulehdusta 
sairastavien lehmien välillä oli melko pieni (0,59 vs. 2,49), kun taas piilevien 
tapausten ja kliinisten tapausten keskiarvojen välinen ero oli suuri (2,49 vs. 
16,65). Havaitsimme myös, että vähäpätöisten patogeenien aikaansaama 
nousu maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuudessa on melko vähäinen, kun taas 
merkittävien patogeenien aiheuttama tulehdus nostaa arvoa huomattavasti. 
Nämä kaksi havaintoa tukevat Berningin ja Shookin (1992) esittämää 
päätelmää, jonka mukaan NAGaasin absoluuttinen kyky havaita utaretulehdus 
ei ole niin hyvä kuin sen kyky erotella toisistaan merkittävien ja vähäpätöisten 
patogeenien aiheuttamat tulehdukset. 
 
Tutkimuksemme etuna oli melko suuri otoskoko etenkin piilevien 
utaretulehdusten ryhmässä. Normaalimaidon osalta otoskoko olisi saanut olla 
suurempi. Suunniteltua pienemmäksi jäänyt otoskoko johtuu siitä, että 
maitonäytteitä kerätessä havaittiin paljon piileviä utaretulehduksia sellaisillakin 
lehmillä, joiden osalta oletus oli saada normaalimaitonäyte. Havaintojen määrä 
on kuitenkin riittävä, jotta sillä voidaan katsoa olevan todistusarvoa. 
Tutkimuksemme mahdollinen virhelähde oli aineiston hajanaisuus ja tästä 
seurannut vaihtelu aineiston käsittelyssä ja käsittelijöissä. SCC:n määritykseen 
käytettiin kahta eri laskuria ja osasta näytteitä ei SCC:a määritetty lainkaan, 
mikä kaventaa otoskokoa SCC:n osalta. NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
määritys suoritettiin kuitenkin kokonaisuudessaan Saaren klinikan 
laboratoriossa vakioiduissa olosuhteissa kahden päivän aikana, joten niiltä osin 
tulokset ovat luotettavia. 
 
Yhteenvetona voidaan todeta maidon NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden 
kuvaavan hyvin utareen tulehdustilan voimakkuutta ja sen seurauksena 
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syntyvää solutuhoa sekä tulehdussoluvastetta. Normaalimaidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden viitearvoiksi saatiin 0,09–1,04 pmol/min/µl. Viitearvoja 
voidaan vakioiduissa olosuhteissa käyttää piilevän ja kliinisen utaretulehduksen 
seulonnassa. Käytettäessä NAGaasi-entsyymiaktiivisuuden määritystä osana 
utaretulehdusdiagnostiikkaa on kuitenkin huomattava, että maidon NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavat poikimisesta kulunut aika, poikimakerta sekä 
utaretulehduksen aiheuttajapatogeeni, ja että maidon soluluvun ja NAGaasi-
entsyymiaktiivisuuden välillä on positiivinen korrelaatio vain utaretulehdusta 
sairastavien lypsylehmien maidossa. 
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LIITE 1                                                                                                                                                                                  
Kliinisen tuotantoeläinlääketieteen laitos  TYÖOHJE: Maitonäytteen otto 
 
Ohjeen laatija: Satu Pyörälä   Pvm: 2.11.2008 
_____________________________________________________________________________________ 
 
Ohje puhtaan (aseptisen) maitonäytteen ottamiseksi bakteriologista tutkimusta varten 
 
Kädet pestään huolellisesti. Neljänneksistä lypsetään alkusuihkeet, joiden tarkoituksena on 
huuhtoa vedinaukosta pois näytteen tulosta sekoittavat bakteerit. 
 
Jos utare on lantainen, se pestään vedellä ja kuivataan. Potkivalle lehmälle on parasta käyttää 
potkunestäjää näytettä otettaessa. Hännällä huiskiminen näytteenoton aikana on estettävä. Vedin 
puhdistetaan desinfektioliuoksella kastetulla reilunkokoisella pumpulitukolla tai 
kertakäyttöisellä vetimien desinfektioliinalla. Tuppo ei saa olla tippuvan märkä, vaan sopivan 
kostea. Vetimestä otetaan toisella kädellä tukeva ote ja vedinaukkoa hangataan kolmella 
erillisellä tupolla tai kääntäen samasta tuposta puhdas pinta. Puhdistaminen keskitetään 
nimenomaan vedinkanavan suuhun. Puhdistamiseen käytetään aikaa vähintään 5 sekuntia yhtä 
tuppoa kohti, eli voi laskea hitaasti viiteen joka tupon tai puhtaan pinnan kohdalla. Jos tuppo on 
vielä tämän jälkeen näkyvästi likainen, aloitetaan alusta. Jos vetimen pää on rupinen, syyläinen 
tai rikki, kunnollista näytettä on vaikea saada ja puhdistamiseen on käytettävä enemmän aikaa. 
 
Näyteputken korkki avataan ja sitä pidetään kädessä niin, ettei siihen pääse varisemaan likaa 
(ks. kuva). Korkin sisäosaan ei saa koskea käsin, vaan korkkia pidetään esim. kuvan 
osoittamalla tavalla alaspäin. Maitosuihkeet lypsetään putkeen niin, että putki on lähes 
vaakatasossa (ks. kuva); näin vältetään lian variseminen putkeen. Näytteeksi riittää muutama 
millilitra eli 3-5 sentin kerros putken pohjalle. Korkki suljetaan heti ja putki lähetetään 
viljeltäväksi (pidetään viileässä) tai laitetaan pakkaseen odottamaan myöhempää tutkimista. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Viite: Honkanen-Buzalski, T., 1995. Sampling technique, transportation and history. In: 
Sandholm, M., Honkanen-Buzalski, T., Kaartinen, L., Pyörälä, S. (Eds), The bovine udder and 
mastitis. Gummerus Press, Jyväskylä, Finland, pp. 111-114. 
